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Beschreibung 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren 
und ein Testkit zur Bestimmung der Konzentration 
des freien Anteils eines in einer biologischen Flus- 
sigkeit vorhandenen Wirkstoffes in Gegenwart von 
naturlichen Bindemitteln wie Proteinen, wobei der 
freie und der gebundene Anteil des Wirkstoffes 
miteinander im Gleichgewicht stehen. 

Es ist fur die meisten physiologisch aktiven 
Substanzen bekannt, daB sie in biologischen Flus- 
sigkeiten wie dem Blut teils in freier Form, teils 
aber auch an Proteine wie Globuline Oder Albumine 
gebunden vorliegen. Dabei stehen die freie und die 
gebundene Form des Wirkstoffes miteinander im 
Gleichgewicht. 

Es wird derzeit angenommen, daB nur der An- 
teil des Wirkstoffes physiologische Wirkungen ent- 
faltet, der nicht an Proteine gebunden ist. Denn 
durch die Bindung an Proteine verliert der Wirkstoff 
die Fahigkeit, mit seinem spezifischen Rezeptor zu 
reagieren, was Voraussetzung fur seine Wirksam- 
keit ist. Es konnte auch schon gezeigt werden, daB 
bestimmte Arzneimittet ihre Wirkung verlieren, 
wenn sie an Albumine im Serum gebunden wer- 
den, wahrend sich ihre Wirkung durch Zugabe von 
Substanzen erhdht, die sie aus der Albuminbin- 
dung verdrangen. Es sind deshalb auch schon eine 
Reihe von diagnostischen Verfahren entwickelt wor- 
den, mit denen nur der nicht an Proteine gebunde- 
ne Anteil eines Wirkstoffes bestimmt werden kann. 

So ist aus dem Europaischen Patent 26 103 
ein Verfahren zur Bestimmung der Konzentration 
des freien Anteils eines in einer biologischen Flus- 
sigkeit vorhanden Wirkstoffes bekannt, bei dem die 
zu untersuchende Probe mit einem markierten De- 
rivat des Wirkstoffes und mit einem spezifischen 
Bindemittel fur den Wirkstoff vermischt werden, 
und nach der Umsetzung dieser Reagenzien die 
Menge des markierten Derivats des Wirkstoffes 
gemessen wird, welche an das spezifische Binde- 
mittel gebunden Oder nicht gebunden ist. Hieraus 
laBt sich dann die Konzentration des freien Wirk- 
stoffes in der biologischen FlOssigkeit berechnen. 
Mit diesem Verfahren lassen sich zuverlassige 
MeBergebnisse jedoch nur dann erzielen, wenn das 
markierte Deri vat des Wirkstoffes so ausgewahlt 
ist, daB es sich praktisch ausschlieBlich mit dem 
spezifischen Bindemittel verbindet, nicht jedoch mit 
den natUrlichen Bindungsproteinen, die in der bio- 
logischen FlOssigkeit anwesend sind. Dieses Erfor- 
dernis laBt sich in der Praxis in vielen Fallen aber 
nicht befriedigend erfullen. 

Deshalb wurde in der Europaischen Patentan- 
meldung 155 104 auch schon vorgeschlagen, der 
Probe der zu untersuchenden biologischen Flussig- 
keit auBer dem markierten Derivat des Wirkstoffes 
und dem spezifischen Bindemittel eine weitere 



Substanz zuzusetzen, die die Bindung des markier- 
ten Derivats des Wirkstoffes an die naturlichen 
Proteine blockieren soil, in dem sie selbst die Bin- 
dungsstellen des Proteins besetzt. Dieses Verfah- 

5 ren wird auch in der Deutschen Patentschrift 34 1 5 
818 beschrieben. 

Auch die internationale Patentanmeldung WO 
85/00 226 versucht das Problem der Bindung des 
markierten Wirkstoffderivats an die naturlichen Pro- 

70 teine und die dadurch verursachten Meflfehler zu 
losen. Dort wird vorgeschlagen, der den freien 
Wirkstoff enthaltenden biologischen Flussigkeit ein 
spezifisches Bindemittel fur den freien Wirkstoff, 
ein markiertes Derivat des Wirkstoffes und auBer- 

75 dem noch ein spezielles Bindemittel fur das mar- 
kierte Wirkstoff derivat zuzusetzen. Das markierte 
Wirkstoff derivat (Tracer) wird dann sowohl mit dem 
spezifischen Bindemittel fur den Wirkstoff selbst 
als auch mit dem Bindemittel fOr das Wirkstoffderi- 

20 vat reagieren, nicht aber mit den Bindungsprotei- 
nen, weil diese eine viel geringere Affinitat zum 
Tracer haben als das spezifische Bindemittel fur 
den Tracer. 

Ein Verfahren zur Bestimmung der Gesamt- 

25 Konzentration eines Analyten, d. h. der Summe aus 
freiem und gebundenem Anteil, in einem nicht- 
homogenen Enzymimmunoassay wird in der WO 
81/01414 beschrieben. Zur Verdrangung des en- 
zymmarkierten Analyten (Tracer) vom Antikorper 

30 sind allerdings hohe Analytkonzentrationen notwen- 
dig. Fur die Bestimmung des freien Analytgehaltes 
ist dieses Verfahren nicht geeignet. 

Die vorstehend genannten Veroffentlichungen 
zeigen, da/3 die unerwunschte Bindung des Tracers 

35 an naturliche Proteine zu einer ernstlichen Beein- 
trachtigung der MeBgenauigkeit bei der Bestim- 
mung des freien Anteils eines Wirkstoffes in einer 
biologischen Flussigkeit fuhrt und daJ3 ein Bedurf- 
nis besteht, dieses Problem auf mogiichst einfache 

40 Weise zu losen. Die vorliegende Erfindung stellt 
sich deshalb die Aufgabe, dieses Problem ohne die 
zusatzliche Verwendung eines die Bindungsstelle 
der naturlichen Proteine blockierenden Mittels und 
auch ohne den Zusatz eines spezifischen Bindemit- 

45 tels fur den Tracer zu losen. 

Es wurde nun gefunden, da/3 sich die Konzen- 
tration des freien Anteils eines in einer biologischen 
Flussigkeit vorhandenen Wirkstoffes in Gegenwart 
von natUrlichen Bindemtitteln, wobei der freie und 

so der gebundene Anteil des Wirkstoffes miteinander 
im Gleichgewicht stehen, und die Menge des un- 
markierten Antikorpers und/oder seiner Affinitat 
zum Wirkstoff so gering sind, daB sie das Gleich- 
gewicht zwischen freiem und gebundenem Anteil 

55 des Wirkstoff s nicht wesentlich beeinflussen, be- 
stimmen laBt, indem man 

a) eine Probe der Flussigkeit mit einem unmar- 
kierten Antikorper in Beruhrung bringt; 
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b) die Probe von unmarkierten Antikorper ab- 
trennt; 

c) den unmarkierten Antikorper mit einer mar- 
kierten, mit ihm kreuzreagierenden Substanz 
(Tracer) inkubiert; 

d) den Anteil des Tracers miJ3t, der an den 
Antikorper gebunden Oder nichtgebunden ist 
und daraus die Konzentration des freien Anteils 
des Wirkstoffes errechnet, 

und wobet der Tracer eine vom zu bestimmenden 
Wirkstoff abweichende Molekulstruktur aufweist, die 
nicht durch die Markierung hervorgerufen ist, und 
eine erhebtich hdhere oder eine erheblich geringe- 
re Affinitat zum Antikorper hat als der Wirkstoff 
selbst 

Besonders geeignet ist dieses Verfahren fur 
die Bestimmung des freien Anteils von Thyroxin, 
Trijodthyronin und von Steroid-Hormonen in biolo- 
gischen Flussigkeiten. 

Das ertindungsgema/Je Verfahren unterscheidet 
sich von den in den vorstehend genannten Verof- 
fentlichungen beschriebenen Bestimmungsverfah- 
ren zunachst einmal dadurch, da£ die Probe der zu 
untersuchenden biologischen FlUssigkeit nach der 
Reaktion mit dem unmarkierten Antikorper abge- 
trennt wird. Damit werden die storenden naturli- 
chen Bindungsproteine entfernt und konnen den 
weiteren Verlauf des Bestimmungsverfahrens nicht 
mehr storen und auch keine Meflungenauigkeiten 
verursachen. 

Ein derartiges zweistufiges Verfahren ist an 
sich aus der Deutschen Often leg ungssch rift 29 36 
307 bekannt. Dort wird ebenfalls eine Methode zur 
Bestimmung des freien Anteils eines Wirkstoffes 
beschrieben, in dem man die zu untersuchenden 
Flussigkeitsproben mit einem unmarkierten Rezep- 
tor in Kontakt bringt, damit an ihn der freie Wirk- 
stoff gebunden wird. Dann wird die Flussigkeitspro- 
be entfernt und der unmarkierte Rezeptor mit ei- 
nem markierten Wirkstoffderivat inkubiert und an- 
schlieflend die am Rezeptor gebundene Menge 
des markierten Reagenz gemessen. Dieses Verfah- 
ren hat jedoch den groflen Nachteil, da/J in der 
ersten Stufe so gro/te Mengen an unmarkiertem 
Rezeptor verwendet werden, dafl tatsachlich der 
gesamte Wirkstoff gebunden wird. Da der freie 
Wirkstoff und der an Proteine gebundene Wirkstoff 
aber miteinander im Gleichgewicht stehen, wird 
durch die Bindung des freien Wirkstoffes an den 
Rezeptor das Gleichgewicht gestort und zusatzlich 
Wirkstoff aus seiner an Proteinen gebunden Form 
freigesetzt. Dadurch werden nach dieser Methode 
zu hohe Konzentrationen an freiem Wirkstoff ge- 
messen. 

Es ist deshalb ein Merkmal der vorliegenden 
Erfindung, da/3 der unmarkierte Antikorper in einer 
so kleinen Menge eingesetzt wird, da0 er das 
Gleichgewicht zwischen freiem und an Protein ge- 
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bundenem Wirkstoff nicht merklich beeinflussen 
kann. Aus dem gleichen Grund dart die Affinitat 
des unmarkierten Antikbrpers zum Wirkstoff nur 
gering sein. Es soil weder der gesamte freie Wirk- 

5 stoff am unmarkierten Antikorper gebunden wer- 
den, noch sollen samtliche freien Bindungsstellen 
des unmarkierten Antikorpers besetzt werden. 

Ein fur die Bestimmungsmethode geeigneter 
unmarkierter Antikorper wird zweckmaCigerweise 

io aus der Gruppe der polyklonalen oder monoklona- 
len Antikorper ausgewahlt und seine Affinitat zum 
Wirkstoff in einigen wenigen routinemafligen Vor- 
versuchen ermittelt. Nach Abtrennung der zu unter- 
suchenden Flussigkeitsprobe vom unmarkierten 

15 Antikorper wird dieser anschlieflend mit einer mar- 
kierten, mit ihm kreuzreagierenden Substanz 
(Tracer) inkubiert. Der Tracer wird entweder mit 
einem radioaktiven Atom wie Jod-125, oder einer 
fluoreszierenden oder chemilumineszenten Verbin- 

20 dung markiert. Ebenso ist auch die Markierung mit 
einem Enzym oder einem Lichtchromophor mbg- 
lich. 

Wichtig ist, daj3 der Tracer eine vom zu be- 
stimmenden Wirkstoff abweichende Molekulstruktur 

25 aufweist. Wurde man beispielsweise bei der Be- 
stimmung von Thyroxin nach dem erfindungsge- 
ma/Jen Verfahren als Tracer ein mit Jod-125 mar- 
kiertes Thyroxin einsetzen, dann erhielte man die 
in Figur 1 gezeichnete sehr flache Standardkurve, 

30 aus der eindeutige Me/tergebnisse nicht mehr ab- 
gelesen werden konnen. Die Kurve zeigt die Me/3- 
werte, die nach einstundiger Inkubation einer Ser- 
umprobe bei steigendem Gehalt von freiem Thyro- 
xin mit einem Thyroxin- Antikorper, Abtrennen der 

35 Serumprobe und einer zweiten Inkubationszeit von 
1 Stunde in Gegenwart von Jod-125-Thyroxin als 
Tracer erhalten wurden. 

Wie Figur 2 zeigt, laflt sich dieser unbefriedi- 
gende Verlauf der Standardkurve auch nicht durch 

40 Variation des Probenvolumens bei sonst gleichen 
Mefibedingungen verbessern. Die mit 50 ul, 100 M-l 
und 200 ul aufgenommenen Standard kurven zei- 
gen in den fur die Messung wichtigen Bereichen 
einen zu flachen Verlauf. 

45 Wahrend bei den in Figur 2 gezeigten Messun- 

gen eine Antikdrperkonzentration von 20 n! auf der 
inneren Oberflache eines Testrohrchens aufge- 
bracht wurden, zeigt Figur 3 den gleichen Versuch 
bei Erhohung der Antikorpermenge auf 80 nl pro 

50 Untersuchung. Auch das fuhrt zu keinem steileren 
Kurvenverlauf im fur die Messung wichtigen Be- 
reich. 

Figur 4 zeigt die Metfwerte, die bei einer Wie- 
derholung der in Figur 1 gezeigten Messungen 
55 unter Verwendung von Tracern mit unterschiedli- 
cher Radioaktivitat erhalten wurden. Die Tracerakti- 
vitaten betrugen 0,04 uCi und 0,02 uCi. Die Aussa- 
gekraft der Standard kurven wurde dadurch nicht 
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verbessert. 

Setzt man jedoch fUr die Bestimmung von Thy- 
roxin nach dem erfindungsgemaflen Verfahren ein 
Derivat des Thyroxins ein, das an der Amino-, an 
der Carboxygruppe Oder an einer anderen Stelle 
des MolekUls modifiziert wurde, dann erhalt man 
Standardkurven, wie sie in den Figuren 5 bis 8 
gezeigt sind, bei denen jeder an den Antikorper 
gebundenen Tracermenge eine bestimmte Thyrox- 
inkonzentration eindeutig zugeordnet werden kann. 
Geeignete Tracer fur die Bestimmung von Thyroxin 
und Trijodthyronin, welche nach dem erfindungsge- 
maflen Verfahren eingesetzt werden konnen, sind 
in der Deutschen Patentanmeldung P 36 00 365.4 
beschrieben. 

Aufgrund seiner geanderten chemischen Struk- 
tur hat der Tracer eine hohere Oder geringere 
Affinitat zum Antikorper als der Wirkstoff selbst. Im 
altgemeinen ist es vorteilhaft, einen Tracer auszu- 
wahlen, der eine groflere Affinitat zum Antikorper 
hat als der Wirkstoff selbst. Ist jedoch die Konzen- 
tration des zu bestimmenden freien Wirkstoffes 
sehr niedrig, dann ist ein Tracer mit einer erheblich 
geringeren Affinitat zum Antikorper als der Wirk- 
stoff vorzuziehen. Denn durch den in sehr niedriger 
Konzentration vorliegenden Wirkstoff werden nur 
wenige Bindungsstellen des Antikorpers besetzt, 
was kaum zu erkennen ware, wenn anschlieBend 
ein Tracer mit hoher Affinitat zugegeben wurde. Es 
konnte dann der Eindruck entstehen, dafl uber- 
haupt kein freier Wirkstoff vorhanden ist. Demge- 
genuber laflt sich ein einwandfreies Meflergebnis 
dann immer noch erzielen, wenn ein Tracer mit 
geringerer Affinitat verwendet wird. 

Grundsatzlich sind als Tracer alle Substanzen 
einsetzbar, die eine andere Affinitat als der zu 
bestimmende Wirkstoff zu dem Antikorper haben, 
aber mit ihm um die freien Bindungsstellen des 
Antikorpers in einer Kreuzreaktion konkurrieren. 
Deshalb konnen als Antikorper auch antiidiotype 
Antikorper eingesetzt werden, die sich an den im 
erfindungsgemaflen Verfahren eingesetzten Anti- 
korper binden. Ein auf diesem Prinzip aufgebauter 
Assay ist in der Europaischen Patentanmeldung 
106.615 beschrieben. 

FOr das erfindungsgemafle zweistufige Verfah- 
ren ist es somit kennzeichnend, dafl sich der zu 
bestimmende Wirkstoff und der Tracer in ihrer Affi- 
nitat gegenUber dem Antikorper unterscheiden. Da- 
gegen ist es fUr die einstufigen Bestimmungsver- 
fahren, wie sie beispielsweise aus der Europai- 
schen Patentschrift 26 103 bekannt sind, kenn- 
zeichnend, dafl der zu bestimmende Wirkstoff und 
der Tracer unterschiedliche Affinitaten gegenuber 
den Bindungsproteinen aufweisen. 

Damit wird eine Bestimmungsmethode zur Ver- 
fugung gestellt, die die Fehlermoglichkeiten ver- 
meidet, die alien einstufigen Verfahren zur Ermitt- 



lung des freien Anteils eines Wirkstoffes in einer 
biologischen FIGssigkeit auf Grund der Anwesen- 
heit von naturlichen Bindungsproteinen anhaften. 
Sie zeichnet sich deshalb durch sehr prazise Mefl- 
5 werte aus und kommt mit nur zwei Reagenzien 
aus. 

Ein zur Durchfuhrung des erfindungsgemaflen 
Bestimmungsverfahrens geeigneter Testkit enthalt 
somit einen mit dem zu bestimmenden Wirkstoff 

10 reagierenden unmarkierten Antikorper, dessen 
Menge und/oder Affinitat zum Wirkstoff so gering 
ist, dafl er das Gleichgewicht zwischen freiem und 
gebundenem Antei! des Wirkstoffes nicht wesent- 
lich beeinfluflt und auflerdem einen Tracer, der 

75 eine wesentlich hohere Oder geringere Affinitat 
zum Antikorper hat als der Wirkstoff selbst. Ein 
derartiger Testkit kann so zusammengestellt wer- 
den, dafl er die Bestimmung des freien Anteils 
eines beliebigen Hormons, eines Steroides, eines 

20 Arzneimittels, eines Arzneimittelmetaboliten, eines 
Polypeptids, eines Vitamins, eines Tumorantigens, 
eines Toxins Oder eines Alkaloids erlaubt. Beson- 
ders bevorzugt ist die Bestimmung des freien An- 
teils des Thyroxins, Trijodthyronins und eines Ste- 

25 roidhormons. 

Als besonders geeignete Tracerverbindungen 
fur den quantitativen Nachweis von Thyroxin in 
biologischen FlUssigkeiten nach dem erfindungsge- 
maflen Verfahren haben sich die folgenden Verbin- 

30 dungen erwiesen: 

(1 ) 3,3',5,5'-Tetrajodthyroessigsaure (Fig. 5) 

(2) 3,5-Dijod-4-(3,5-dijod-4-oxyphenyl)-benzolsu- 
fonsaure (Fig. 6) 

(3) N-(Methylphosphinoacetyl)-3,3',5,5'-tetra- 
35 jodthyrosin (Fig. 7) 

(4) N-(t-Aminocaproyl)-3,3\5,5'-tetrajodthyrosin 
(Fig. 8) 

Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Bestimmung von 
40 freiem Thyroxin nach dem erfindungsgemaCen 
Verfahren ~~ 

In Rohrchen, die mit T4-Antikdrper beschichtet 
sind, (20 ng Antikorper pro Rohrchen) werden 200 
45 ul einer Standardreihe (Humanseren mit steigen- 
dem Gehalt an freiem Thyroxin) und 1000 ul Puffer 
eine halbe Stunde unter Schutteln in Kontakt ge- 
bracht. 

Nach dem Ausschutten der Reaktionslosung 
so werden 1000 ui Tracer (Aktivitat ca. 60.000 Impul- 
se pro Minute) in das vorinkubierte Rohrchen ge- 
geben. Es wird eine Stunde inkubiert, der nicht 
gebundene Tracer abgetrennt und in einem 7-Zah- 
ler gemessen. 

55 Die Ergebnisse sind in Fig. 5 bis Fig. 8 darge- 

stellt. 

Patentanspruche 
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1. Verfahren zur Bestimmung der Konzentration 
des freien Anteils eines in einer biologischen 
Flussigkeit vorhandenen Wirkstoffs in Gegen- 
wart von naturlichen Bindemitteln, wobei der 
freie und der gebundene Anteil des Wirkstoffes 
miteinander im Gleichgewicht stehen und die 
Menge des unmarkierten Antikdrpers und/oder 
seiner Affinitat zum Wirkstoff so gering sind, 
da£ sie das Gleichgewicht zwischen freiem 
und gebundenem Anteil des Wirkstoffes nicht 
wesentlich beeinflussen, indem man 

a) eine Probe der Flussigkeit mit einem 
unmarkierten Antikorper in Beriihrung 
bringt; 

b) die Probe von unmarkierten Antikorpern 
abtrennt; 

c) den unmarkierten Antikorper mit einer 
markierten, mit ihm kreuzreagierenden Sub- 
stanz (Tracer) inkubiert; 

d) den Anteil des Tracers mifit, der an den 
Antikorper gebunden Oder nichtgebunden 
ist und daraus die Konzentration des freien 
Anteil des Wirkstoffes errechnet, 

dadurch gekennzeichnet, daC der Tracer eine 
vom zu bestimmenden Wirkstoff abweichende 
Molekiilstruktur aufweist, die nicht durch die 
Markierung hervorgerufen ist, und eine erheb- 
lich hohere oder eine erheblich geringere Affi- 
nitat zum Antikorper hat als der Wirkstoff 
selbst 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 der freie Anteil des zu bestim- 
menden Wirkstoffes Thyroxin, Trijodthyronin 
oder ein Steroid-Hormon ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 der unmarkierte Antikorper ein 
polyklonaler oder monoklonaler Antikorper ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi der Tracer mit einem radioakti- 
ven Atom, einer fluoreszierenden oder chemi- 
lumineszenten Gruppe, einem Enzym oder ei- 
nem Lichtchromophor markiert ist. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man zur Bestimmung des freien 
Anteils von Thyroxin oder Trijodthyronin als 
Tracer ein Derivat des Thyroxins oder des 
Trijodthyronins einsetzt, welches an der 
Amino-, an der Carboxygruppe oder an einer 
anderen Stelle des MolekGIs modifiziert wurde. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Markierung des Tracers 
durch radioaktives Jod-125 erfolgt. 
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7. Testkit zur Bestimmung der Konzentration des 
freien Anteils eines in einer biologischen Flus- 
sigkeit vorhandenen Wirkstoffes gemafi An- 
spruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi der 
Tracer eine vom zu bestimmenden Wirkstoff 
abweichende Molekulstruktur aufweist, die 
nicht durch die Markierung hervorgerufen ist, 
und eine erheblich hohere oder eine erheblich 
niedrigere Affinitat zum Antikorper hat als der 
Wirkstoff selbst. 

8. Testkit nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, da0 der zu bestimmende Wirkstoff 
Thyroxin, Trijodthyronin oder ein Steroid-Hor- 
mon ist. 

9. Testkit nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 der unmarkierte Antikorper auf 
der inneren Oberflache eines Testrohrchens 
aufgebracht ist. 

Claims 

1. A method for determining the concentration of 
the free fraction of an active compound 
present in a biological fluid, in the presence of 
natural binders, the free and bound fractions of 
the active compound being in mutual equilib- 
rium and the quantity of the unlabeled anti- 
body and/or its affinity for the active compound 
being so small that they do not substantially 
affect the equilibrium between the free and 
bound fractions of the active compound, by 

a) contacting a sample of the fluid with an 
unlabeled antibody, 

b) separating the sample from unlabeled 
antibodies, 

c) incubating the unlabeled antibody with a 
labeled substance (tracer) for cross-reaction 
with the antibody and 

d) measuring the amount of tracer which is 
or is not bound to the antibody and calculat- 
ing from this the concentration of the free 
fraction of the active compound, 

wherein the tracer has a molecular structure 
which differs from that of the active compound 
to be determined and which has not been 
brought about by the labeling, and has an 
affinity for the antibody which is substantially 
higher or substantially lower than that of the 
active compound itself. 

2. The method as claimed in claim 1 , wherein the 
free fraction of the active compound to be 
determined is thyroxine, triiodothyronine or a 
steroid hormone. 

3. The method as claimed in claim 1 , wherein the 



6 



9 



EP 0 257 352 B1 



10 



unlabeled antibody is a polyclonal or mon- 
oclonal antibody. 

4. The method as claimed in claim 1 , wherein the 
tracer is labeled with a radioactive atom, a 
fluorescing or a chemiluminescent group, an 
enzyme or a photochromophor. 

5. The method as claimed in claim 4, wherein the 
tracer used for determining the free fraction of 
thyroxine or triiodothyronine is a thyroxine or 
triiodothyronine derivative which has been 
modified at the amino group, at the carboxyl 
group or at another site in the molecule. 

6. The method as claimed in claim 5, wherein the 
tracer is labeled with radioactive iodine 125. 

7. A test kit for determining the concentration of 
the free fraction of an active compound 
present in a biological fluid, as claimed in 
claim 1, wherein the tracer has a molecular 
structure which differs from that of the active 
compound to be determined and which has not 
been brought about by the labeling, and has 
an affinity for the antibody which is substan- 
tially higher or substantially lower than that of 
the active compound itself.' 

8. The test kit as claimed in claim 7, wherein the 
active compound to be determined is thyrox- 
ine, triiodothyronine or a steroid hormone. 

9. The test kit as claimed in claim 7, wherein the 
unlabeled antibody has been applied to the 
inner surface of a small test tube. 

Revendications 

1. Proc^de" pour determiner la concentration de la 
fraction libre d'un agent actif present dans un 
liquide biologique, en presence d'agents de 
liaison naturels, les fractions libre et li£e de 
I'agent actif 6tant en dquilibre et la quantity 
d'anticorps non marque et/ou son affinite" pour 
I'agent actif 6tant si petite(s) qu'elle(s) 
n'exerce(nt) pas d'influence significative sur 
l'6quilibre entre les fractions libre et li£e de 
I'agent actif, dans lequel: 

a) on met un echantillon du liquide en 
contact avec un anticorps non marque, 

b) on separe I'echantillon des anticorps non 
marques, 

c) on incube I'anticorps non marque avec 
une substance (traceur) qui reagit de facon 
croisee avec lui, 

d) on determine la fraction du traceur qui 
est liee aux anticorps, ou non liee a ceux-ci, 



et on en deduit par calcul la concentration 
de la fraction libre de I'agent actif, 
caracterise en ce que le traceur presente une 
structure moleculaire differente de celle de 
5 I'agent actif a determiner, non consecutive au 

marquage, et a une affinite pour I'anticorps 
beaucoup plus elevee ou beaucoup plus petite 
que I'agent actif lui-meme. 

io 2. Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que la fraction libre de I'agent actif a 
determiner est de la thyroxine, de la triiodothy- 
ronine ou une hormone steVo'ide. 

75 3. Proc6d£ selon la revendication 1, caracterise 
en ce que I'anticorps non marque* est un anti- 
corps monoclonal ou polyclonal. 

4. Proc£d6 selon la revendication 1, caracte>is6 
20 en ce qu'on marque le traceur avec un atome 

radioactif, un groupe fluorescent ou chimilumi- 
nescent, une enzyme ou un photochromopho- 
re. 

25 5. Procede selon la revendication 4, caracterise 
en ce que. pour doser la fraction libre de 
thyroxine ou de triiodothyronine, on utilise 
comme traceur un derive de la thyroxine ou de 
la triiodothyronine qu on a modifie sur le grou- 

30 pe amino, sur le groupe carboxy ou en un 

autre endroit de la molecule. 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise 
en ce qu'on effectue le marquage du traceur 

35 avec de Tiode-125 radioactif. 

7. Coffret d'analyse pour determiner la concentra- 
tion de la fraction libre d'un agent actif present 
dans un liquide biologique selon la revendica- 

40 tion 1 , caracteVise* en ce que le traceur presen- 

te une structure moleculaire differente de celle 
de I'agent actif a determiner, non consecutive 
au marquage, et a une affinity pour I'anticorps 
beaucoup plus Elevee ou beaucoup plus petite 

45 que I'agent actif lui-meme. 

8. Coffret d'analyse selon la revendication 7, ca- 
racteVise* en ce que I'agent actif a doser est la 
thyroxine, la triiodothyronine ou une hormone 

50 steroVde. 

9. Coffret d'analyse selon la revendication 7, ca- 
racterise en ce qu'on introduit I'anticorps non 
marque sur la surface interne d'un tube a 

55 essais. 
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